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【背景と研究の目的】 
 胆嚢癌は胆道癌の一種であり、世界的には比較的稀な悪性腫瘍（罹患率 2.2人/10 万人・年）とされ
るが、発生に地理的な偏りがあり、日本を含めた東アジアや南米・南アジアでは罹患率が比較的高い。
加えて、多くの症例が進行癌として発見されることや、化学療法等への抵抗性も相俟って今なお予後
不良な難治癌の一つであり、本邦を中心として胆嚢癌の罹患率が高い地域では、胆嚢癌に対する治療
開発は重要な問題として認識されている。 
 HER2 は上皮成長因子受容体ファミリーに属する膜貫通型のチロシンキナーゼ受容体であり、乳癌
や胃癌をはじめとする多くの悪性腫瘍で過剰発現が報告されてきた。また、HER2 蛋白に対する抗体
療法（トラスツズマブ等）やチロシンキナーゼ阻害薬（ラパチニブ等）は、HER2 陽性の乳癌や胃癌
に対する治療法として、大規模臨床試験によりその有効性が示され、実地臨床で広く利用されている。
しかしながら、胆嚢癌において、HER2 の異常発現・遺伝子増幅を十分な症例数をもって検討した報
告はほとんどみられない。さらに、胃癌で報告されている HER2 蛋白発現の腫瘍内不均一性など、実
地臨床での評価で問題となるような事項も十分には検討されていない。 
 そこで我々は、日本人における HER2 陽性胆嚢癌の頻度やその臨床病理学的特徴・腫瘍内不均一性
等を明らかにし、胆嚢癌に対する抗 HER2 療法を開発するための基礎的知見を与えることを目的とし
て本研究を実施した。 
【対象と方法】 
 本研究はヘルシンキ宣言の精神に則り、また国立がん研究センター中央病院の研究倫理審査委員会
の承認を得て実施された。1985年1月～2012年6月までに国立がん研究センター中央病院にて外科的切
除を施行された211例の胆嚢癌症例を対象とした（神経内分泌腫瘍は除外）。他に、32例の非腫瘍性疾
患により切除された胆嚢を対照症例とした。すべての切除標本は10％中性緩衝ホルマリンで固定され、
FFPEブロックとされた後、各々の症例の代表的切片を4μmに薄切し、免疫組織化学染色（IHC, 
immunohistochemistry）あるいはFISH（Fluorescence in situ hybridization）に用いた。 
免疫組織化学染色：免疫組織化学染色は、特定の蛋白に特異的な抗体（一次抗体）と一次抗体に反応
する二次抗体及び発色系を用いることで、組織上の標的蛋白の状態を可視化し評価する手法である。 
一次抗体としてmonoclonal antibody against HER2/Erb-2 (Clone: D8F12, 1:800; Cell Signaling, Chicago, IL, 
USA)を用い、発色系はDAKO Visualization Reagentを用いた。結果判定は、すでに確立している胃癌に
おけるHER2免疫組織化学染色の評価方法に準拠して4段階で評価を実施した。すなわち、スコア0（細
胞膜陽性の腫瘍細胞割合＜10％), スコア1+（弱い細胞膜陽性の腫瘍細胞割合≧10％), スコア2＋（中
等度の細胞膜陽性の腫瘍割合≧10％), スコア3+（強い細胞膜陽性の腫瘍割合≧10％）とし、細胞膜陽
性パターンは全周性（complete）ではなく基底側方（basolateral）でも可とした。HER2陽性細胞が代表
切片の腫瘍全体の10-50％のものを腫瘍内不均一性ありと定義した。 
FISH：FISH はある特定の配列を示す核酸に対する特異的プローブに蛍光標識をつけることで、標的
となる核酸の状態を組織切片上で可視化する手法である。HER2遺伝子に対するプローブと 17番染色
体セントロメア（CEP17）に対するプローブを用いることで、HER2遺伝子の増幅状態を評価した。IHC 
3+/2+の症例の IHC で HER2 陽性が確認された腫瘍部位を対象として、PathVysion HER2 DNA probe kit 
(Abbott Molecular, Des Plaines, IL)を使用して FISH 実施した。HER2 シグナル増幅については、IHC と
同様に胃癌において用いられている基準を利用した。すなわち、初回検査で 20個の腫瘍細胞をカウン
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トし、HER2/CEP17 >2.2（増幅有り）もしくは HER/CEP17＜1.8（増幅無し）とし、HER2/CEP17 が 1.8-2.2
の症例については、再度 20 細胞を追加してカウントし、HER2/CEP17 ≧2.0であれば増幅有りと判定
した。最終的に、IHC 3+或は、IHC 2+かつ FISH 陽性の症例を HER2 陽性胆嚢癌と定義した。 
【結果】 
切除胆嚢癌対象 211症例の特徴（詳細は本論文 Table 1 参照）：年齢は 32-87 歳（中央値 68歳）で性別
は男性 100/女性 111、腫瘍の主座は Fundus にあるものが 49.2％を占め、腫瘍径は 0.8-16 ㎝（中央値 5
㎝）であった。組織型は、乳頭腺癌・高分化或は中分化管状腺癌が約 75％を占めた。早期胆嚢癌が 13.2％、
進行胆嚢癌が 76.8%であった。51％の症例にリンパ節転移を伴っていた。 
 
免疫組織化学染色の代表症例提示（Figure 1）：a (score 0), b (score 1+), c (score 2+), d (score 3+) 
 
 
FISH の代表症例提示（Figure 2）：a FISH陰性（HER2増幅無し）、b FISH陽性（HER2 増幅有り） 
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IHC における腫瘍内不均一性の例（Figure 3）：a IHC 3+の症例で主として粘膜内に HER2陽性腫瘍細
胞がみられる。b IHC 2+の症例で浸潤部に HER2陽性腫瘍細胞がみられる。 
 
 
IHC と FISHの結果の相関（本論文 Table 2） 
 IHC score 
 0 1+ 2+ 3+ 
No. of cases (%) 144 (68) 28 (13) 14 (7) 25 (12) 
Intratumoural heterogeneity 
present 
- - 10 (71) 10 (40) 
FISH (%) 
Negative - - 2 (17) 1 (4) 
HER2/CEP17 [median] - - [1.3] [1.9] 
  Mean HER2/cell [median] - - [3.6] [6.8] 
Positive - - 10 (83) 24 (96) 
  HER2/CEP17 [median, range] - - [4.2, 2.2-9.6] [11.1, 6.6-21.5] 
 Mean HER2/cell [median, range] - - [13.8, 4.6-30.5] [28.3, 8.3-87] 
Elevated CEP17 signal - - 4 (33) 7 (28) 
 
【考察】 
 免疫組織化学染色による HER2 の評価では、12％（25/211）の症例が IHC スコア 3+を示しており、
本研究と同様の判定基準を用いた先行研究における結果（IHC スコア 3+の頻度 4.7-13％）と同様の結
果を得た。今回、胆嚢癌における HER2蛋白発現の腫瘍内不均一性を初めて報告した。IHC スコア 2+
の症例の 70％、IHC スコア 3+の症例の 50％では HER2 陽性の腫瘍細胞が全体の 10-50％にとどまって
いた。胃癌と同様に胆嚢癌においても、小さな生検検体や TMA での評価を行う際には、腫瘍内不均
一性に由来する過小・過大評価ついて留意する必要が示唆された。手術切除材料が利用できる状況で
は、代表切片を評価する方が望ましい可能性がある。IHC における HER2 の細胞膜陽性染色パターン
については、胃癌と同様に basolateral の陽性パターンであっても FISHで HER2 遺伝子増幅が確認され
た。したがって過小評価を防ぐためには、乳癌で適用されている全周性の細胞膜陽性所見のみを有意
とする評価方法は避けるべきと考える。  
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 FISH の結果（遺伝子増幅）と IHC における HER2 陽性結果の相関については、IHC スコア 2+の症
例では 83％、IHC スコア 3+の症例では 96％において FISH による HER2 遺伝子増幅が確認された。先
行研究では、IHC スコア 2+の症例では 10-67％、IHCスコア 3+の症例では 79-100％の増幅が報告され
ており、本研究での高い増幅率は、IHC 陽性の腫瘍部位を選択して FISH の対象としたことによる可
能性が推測される。いずれにせよ本検討では、胆嚢癌の HER2 蛋白過剰発現の原因について、大部分
が HER2 遺伝子増幅によるものであることが示唆された。 
 HER2 陽性胆嚢癌の臨床病理学的特徴（詳細は本論文 Table 3 参照）として、統計学的な有意差はみ
られないものの、HER2 陽性胆嚢癌には進行癌・分化した組織型（乳頭腺癌・管状腺癌）が多い傾向
がみられた。これは、進行癌・より common な組織型という、臨床実地ではより遭遇しやすい特徴を
持った症例と言える。HER2 陽性胆嚢癌に対する生命予後（全生存期間・無再発生存期間）に関する
検討（詳細は本論文 Table 4, Figure 4 参照）を行ったが、HER2 陽性は独立した予後因子としては同定
されなかった。 
 最終的に HER2陽性（IHC スコア 3+或は、IHC スコア 2+かつ FISH 陽性）の症例は 16.6％（35/211）
認められた。本邦において抗 HER2 療法の恩恵を受けうる潜在的な HER2陽性胆嚢癌の頻度は決して
無視できないものと考えられ、胆嚢癌に対する抗 HER2 療法の開発が待たれる。  
